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川牛膝多糖联合维生素 Ｃ体外抑制 ＨｅｐＧ－２
肿瘤细胞活性的作用
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　　摘要：为了解川牛膝多糖联合维生素Ｃ抑制肿瘤细胞活性作用，采用超声波提取法从川牛膝根中提取川牛膝多
糖（ＲＣＰ），经Ｓｅｖａｇｅ法除去蛋白，并采用３０％双氧水脱色、浓缩、冻干，得到川牛膝粉针剂，通过苯酚硫酸法制作葡萄
糖标准曲线，进而测得多糖含量。体外联合维生素 Ｃ作用于肝癌 ＨｅｐＧ－２细胞，采用噻唑蓝（ＭＴＴ）法研究对
ＨｅｐＧ－２细胞的抑制作用。结果表明，川牛膝多糖与维生素Ｃ均可抑制肝癌ＨｅｐＧ－２细胞的增殖，当多糖质量浓度
为５、５０、１００、２００ｍｇ／ｍＬ时，对肝癌ＨｅｐＧ－２的抑制率分别为１９．７％、６２．１％、５９．１％、６５．１％。当维生素Ｃ的浓度为
０．１、０２、０．３、０．４ｍｍｏｌ／Ｌ时，对肝癌ＨｅｐＧ－２的抑制率为１０％、１１％、１２％、５４％。研究结果提示两者对肿瘤的抑制
均呈剂量依赖性，当两者联合用药时，两者呈协同增效抗肿瘤作用，随着两者浓度的增加抑制率逐渐增强，对ＨｅｐＧ－２
细胞的最大抑制率可达８４．２％。
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　　牛膝为苋科多年生草本植物，主要分为怀牛膝
（Ａｃｈｙｒｎｔｈｅｓｂｉｄｅｎｔａｔａ）和川牛膝（Ｃｙａｔｈｕｌａｃａｐｉｔａｔａ）２
种。《中华人民共和国药典（２０１５年版）》上记载，
牛膝有补肝肾、强筋骨、逐痕通经、引血下行之功

效［１］。川牛膝主产于四川省、贵州省、云南省、福建

等地，具有活血、利尿、降血糖、保肝、增强机体免疫

力等功效。近年来，对川牛膝的抗肿瘤研究较多，

其多糖成分［３］ＣｏＰＳ１、ＣｏＰＳ２、ＣｏＰＳ３被认为是其主
要活性成分并具有抗肿瘤作用［４］。陈红等人观察

了川牛膝多糖对小鼠肉瘤、小鼠肝癌的抑制作用及

对环磷酰胺（Ｃｙ）所致正常及荷瘤小鼠外周白细胞
减少的影响［５］，表明川牛膝多糖对小鼠肝癌（Ｓ１８０）
的抑制率为２１．９９％～４２．２１％；对环磷酰胺（Ｃｙ）所
致正常或荷瘤小鼠外周血白细胞减少有极显著的

回升作用，说明川牛膝多糖不仅有抗肿瘤作用，还

能减轻Ｃｙ所致外周白细胞减少。宋军等对川牛膝
多糖对小鼠肝癌细胞Ｈ２２抑制作用研究表明，Ｃｙ对

肝癌细胞 Ｈ２２（腹水型）有强烈的抑制作用［６］。川

牛膝多糖对小鼠肝癌细胞 Ｈ２２（腹水型）有一定的
抑制作用，其抑瘤作用及机理有待进一步研究。

作为生物体内普遍存在的一类生物大分子，来

源于中药的多糖［７－９］已超过２００种，诸多研究表明
多糖具有促进机体免疫力、抗菌、抗病毒、抗寄生

虫、抗肿瘤、抗辐射、抗衰老、抗炎、降血脂等生物活

性，目前在临床上已用于治疗肝炎、艾滋病、癌症和

许多其他疾病［１０－１５］。有研究发现，维生素 Ｃ不仅
可以保护细胞，还可以抑制和杀伤肿瘤细胞，维生

素Ｃ有抗胃癌、宫颈癌［１６－１７］作用。本研究以川牛

膝根中提取的川牛膝多糖（ＲＣＰ），在体外联合维生
素Ｃ作用于肝癌 ＨｅｐＧ－２细胞，研究对 ＨｅｐＧ－２
细胞的抑制作用，旨在探讨川牛膝多糖抗肿瘤作用

机制，为抗肿瘤药物机制的研究提供参考。

１　材料与方法

１．１　试验材料
１．１．１　细胞株与试剂　细胞株，人肝癌 ＨｅｐＧ－２，
由哈尔滨工业大学传代保种。川牛膝，产地为四

川。维生素Ｃ，天津市永大化学试剂有限公司；胎牛
血清，赛默飞世尔生物化学制品（北京）有限公司；

ＰＢＳ冲液，瑞楚生物；胰蛋白酶 －ＥＤＴＡ溶液，源叶
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生物；ＤＭＳＯ，岳阳湘茂医药化工有限公司；ＤＭＥＭ
培养基，美国Ｇｉｂｃｏ公司。
１．１．２　主要仪器　超声波清洗机（ＳＢ－５２００ＤＴ），
购于宁波新芝生物科技有限公司；冷冻干燥机

（ＦＤ－１），购于北京博医康技术公司；旋片真空泵
（２ＸＺ－２），浙江黄岩求精真空泵厂制造；电热恒温
水浴锅（ＨＷＳ２８），购于上海一恒科技有限公司；超
级恒温水浴（ＨＨ－６０１），购于江苏省金坛市荣华仪
器制造有限公司；手提式压力蒸汽灭菌器（ＸＦＳ－
２８０），购于浙江新丰医疗器械有限公司；电热鼓风
干燥箱（ＤＨＧ－９０５５Ａ），购于上海一恒科学技术有
限公司；循环水真空泵（ＳＨＺ－Ｄ３），购于巩义市予
华仪器有限责任公司；生物安全柜 （ＢＨＣ－
１３００ＩＩＡ２），购于蓟州净化；超低温冰箱（Ｕ４１０－
８６），购于 Ｐｅｐｐｅｒｃｏｒｎ公司；紫外分光光度计
（７２２Ｎ），购于北京普析通用仪器有限公司；电子天
平（ＢＳＡ２２４Ｓ－ＣＷ），购于赛多利斯科学仪器（北
京）有限公司；ＳｙｎｅｒｇｙＨＴＸ（ＳＩＬＦＴＡ），购于美国伯
腾仪器有限公司。

１．２　方法
１．２．１　牛膝多糖粗提取物的提取　称取川牛膝粉
末５００ｇ，按料液比 １ｇ∶１３ｍＬ加入蒸馏水浸泡
１．５ｈ，６０℃ 超声提取２ｈ，过滤、弃滤渣，合并提取
液。９０℃ 浓缩，待浓缩液呈黏稠状，冷却，按照浓
缩液与乙醇比１∶９的体积比加入无水乙醇，搅拌均
匀，静置过夜。弃上清、取沉淀、洗涤，即为川牛膝

多糖粗提取物。将多糖粗提取物加适量蒸馏水使

其溶解，得多糖粗提取液。

１．２．２　牛膝多糖粗提取物的精制与冻干　按５∶１
（多糖粗提取液∶３０％过氧化氢）体积比加３０％过
氧化氢脱色素，温度控制在５０℃，脱色２～４ｈ，期间
用氨水调 ｐＨ值保持在 ８．０左右。重复处理 ５次
后，溶液由橙黄变为近透明状，视为脱色完成。按

Ｓｅｖａｇｅ试剂与多糖粗提取液以１∶３的体积比于分
液漏斗中萃取３次，分离上层多糖提取物。将处理
后的多糖置于５０℃恒温水浴锅中水浴、浓缩，将浓
缩液倒在若干培养皿中，使溶液铺满皿底薄薄一

层，放在 －８０℃ 冰箱中预冻２４ｈ，取出放置冷冻干
燥机中－２００℃，８ｈ冻干，密封冷藏，备用。
１．２．３　苯酚硫酸法制定葡萄糖标准曲线　称取
０１ｇ葡萄糖，倍比稀释得１００μｇ／ｍＬ的葡萄糖溶
液。称取５ｇ苯酚，置１００ｍＬ容量瓶中定容，制得
５％苯酚溶液，避光保存。分别取９支２５ｍＬ干燥的

具塞比色管，编号依次为０～８号，０号作空白组校
正，１～８号分别加入０．４、０．６、０．８、１．０、１．２、１．４、
１６、１．８ｍＬ葡萄糖溶液，再加蒸馏水补至２ｍＬ，后
加入０．８ｍＬ５％苯酚试液、５ｍＬ９８％浓硫酸，充分
振荡，蒸馏水补至９ｍＬ。１００℃沸水浴１５ｍｉｎ，冷
却，４９０ｎｍ处测吸光度。
１．２．４　标准曲线精密度测定　称取０．１ｇ葡萄糖，
定容至５０ｍＬ，制成２ｍｇ／ｍＬ葡萄糖样液，精确吸取
２５０μＬ样液于５０ｍＬ容量瓶中，加水定容至刻度，
得１０μｇ／ｍＬ的葡萄糖供试液。取５支具塞试管，
编号依次为０～４号，０号为空白组，１～４号为试验
组，每组分别吸取１ｍＬ葡萄糖供试液，按照标准曲
线法测得每组葡萄糖的吸光度，求ＲＳＤ值。
１．２．５　川牛膝冻干粉多糖百分含量测定　称取川
牛膝多糖冻干粉０．１ｇ，配制成０．０６ｍｇ／ｍＬ川牛膝
多糖供试液。按照标准曲线法测量川牛膝多糖在

４９０ｎｍ处的吸光度，带入标准曲线方程得到川牛膝
多糖相当于葡萄糖的浓度，根据公式（１）得出川牛
膝多糖的百分含量：

Ａ＝Ｃ×Ｄｍ ×１０３×１００％。 （１）

式中：Ａ为川牛膝多糖的百分含量，％；Ｃ为川牛膝
多糖相对于葡萄糖的浓度（μｇ／ｍＬ）；Ｄ为稀释倍数；
ｍ为称取干燥恒质量的川牛膝冻干粉的质量（ｍｇ）。
１．２．６　细胞的复苏与传代　取出冻存细胞，融化，
采用ＤＭＥＭ洗去冻存液。转移至含有０．５ｍＬ１０％
胎牛血清、３．５ｍＬＤＭＥＭ的培养皿中，放入 ＣＯ２恒
温培养箱，２４ｈ后观察细胞生长状况并更换培养
液。当细胞铺满皿底时，开始传代。弃去细胞培养

皿中的培养液，加适量胰酶，３７℃消化１ｍｉｎ，加适
量血清，终止胰酶消化反应。离心、弃上清，加２ｍＬ
ＤＭＥＭ吹打均匀。各吸取１ｍＬ细胞液分别置于含
０．５ｍＬ胎牛血清和３．５ｍＬＤＭＥＭ的培养皿中，轻
轻振荡，混匀，于倒置显微镜观察。放入 ＣＯ２恒温
培养箱中，２４ｈ后观察细胞生长状况。
１．２．７　不同浓度牛膝多糖作用于ＨｅｐＧ－２肿瘤细
胞　取对数期细胞悬液，置９６孔板中，每孔８０μＬ，
于ＣＯ２恒温培养箱中孵育，过夜，使细胞铺满孔底。
分别取０．０２５、０．２５０、０．５００、１．０００ｇ川牛膝多糖，
溶于１ｍＬＤＭＥＭ中配制成 ０．０２５、０．２５０、０．５００、
１．０００ｇ／ｍＬ的多糖培养液，每个质量浓度梯度设２
个复孔，以不加多糖的细胞作空白对照。在每孔中

加入２０μＬ不同质量浓度梯度的多糖培养液，孵育
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２４ｈ，倒置显微镜观察。每孔加入２０μＬＭＴＴ，注意
遮光，放培养箱培养４ｈ，终止培养，弃去多糖培养
液。每孔加１００μＬ二甲基亚砜，振摇１０ｍｉｎ，用酶
标仪在 ４９０ｎｍ下测量吸光度。
１．２．８　不同浓度维生素Ｃ作用于ＨｅｐＧ－２肿瘤细
胞　分别取０．０２、０．０４、０．０５、０．０７ｇ维生素Ｃ溶于
１ｍＬ培养基中，配制成０．１、０．２、０．３、０．４ｍｍｏｌ／Ｌ
的维生素Ｃ液，每个浓度梯度设２个复孔，以不加
药孔作为空白孔。其他步骤同“１．２．７”节。
１．２．９　不同质量浓度川牛膝多糖联合不同浓度维
生素 Ｃ作用于 ＨｅｐＧ－２肿瘤细胞　将维生素 Ｃ
（０１、０．２、０．３、０．４ｍｍｏｌ／Ｌ）和多糖（０．０２５、０．２５０、
０．５００、１．００ｇ／ｍＬ）按不同浓度或质量浓度梯度从
小到大联合用药，每组设２个复孔。以细胞原液作
空白孔，其他步骤同“１．２．７”节。

２　结果与分析

２．１　葡萄糖标准曲线与川牛膝多糖含量的测定
葡萄糖在吸收光４９０ｎｍ所得的曲线回归方程

为ｙ＝０．００９ｘ＋０．１２５６，ｒ２＝０．９３２２。葡萄糖质量
浓度在 ２０～９０μｇ／ｍＬ与吸光度呈良好的线性关
系。精密度 ＲＳＤ＝２．６％ ＜５％，说明试验精密度良
好。计算得川牛膝的百分含量为６４．８％，其中 Ｃ＝
３８．９３μｇ／ｍＬ，Ｄ＝１６６６．７，ｍ＝１００ｍｇ。

　　由表１可知，将０．０６ｍｇ／ｍＬ川牛膝多糖供试
液设２平行对照组于４９０ｎｍ处，测得吸光度值，代
入葡萄糖标准曲线得到川牛膝多糖相对于葡萄糖

的含量为６４．８％。试验采用的是超声波辅助提取
法，收率高于浸渍法。

表１　０．０６ｍｇ／ｍＬ川牛膝多糖吸光度

组别 吸光度

１ ０．５１１

２ ０．４４７

３ ０．４７０

２．２　川牛膝多糖对ＨｅｐＧ－２肿瘤细胞活性的抑制
由图２可知，川牛膝多糖（ＲＣＰ）体外有很好的

抗肿瘤活性，在川牛膝多糖（ＲＣＰ）体外作用于
ＨｅｐＧ－２细胞２４ｈ内，抗肿瘤效果呈剂量依赖性，
随着剂量增高抑制率也随之增高。川牛膝多糖

（ＲＣＰ）质量浓度这 ５０ｍｇ／ｍＬ时，抑制率达到
６２１％，随后再增加川牛膝多糖（ＲＣＰ）的质量浓度，抑
制率增加幅度变小。当多糖质量浓度为１００ｍｇ／ｍＬ
时，抑制率为５９１％，接近５０％，可将１００ｍｇ／ｍＬ川
牛膝多糖作为细胞的半数抑制浓度（ＩＣ５０）。川牛膝
多糖质量浓度为 ２００ｍｇ／ｍＬ时，抑制率达到
６５１％，为最大抑制率。

２．３　维生素Ｃ对ＨｅｐＧ－２肿瘤细胞活性的抑制
维生素Ｃ体外也有抗肿瘤活性，２４ｈ内，随着维

生素Ｃ浓度的增高，抑制率也呈上升趋势，抗肿瘤活
性呈剂量依赖性。维生素Ｃ浓度为０．４ｍｍｏｌ／Ｌ时，
抑制率为５４％（图３），接近５０％，可将０．４ｍｍｏｌ／Ｌ
维生素Ｃ看作半数抑制浓度（ＩＣ５０）。

２．４　川牛膝多糖联合维生素Ｃ对ＨｅｐＧ－２肿瘤细
胞活性的抑制

由图４可知，不同质量浓度或浓度组合的川牛
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膝多糖（５、５０、１００、２００ｍｇ／ｍＬ）与维生素 Ｃ（０．１、
０２、０．３、０．４ｍｍｏｌ／Ｌ）联合作用于 ＨｅｐＧ－２细胞
２４ｈ，ＭＴＴ法检测并计算出对细胞的的抑制率，结果
呈现剂量依赖性，当川牛膝多糖浓度固定时，随着维

生素Ｃ浓度的上升，抑制率逐渐升高。２００ｍｇ／ｍＬ的
川牛膝多糖与维生素Ｃ的联合抗肿瘤活性是所有组
合中的最佳组合。当维生素 Ｃ浓度为０．４ｍｍｏｌ／Ｌ，
多糖质量浓度为 ２００ｍｇ／ｍＬ，抑制率达到最大值
８４．２％。０．２ｍｍｏｌ／Ｌ维生素 Ｃ与不同质量浓度多
糖联合对细胞的抑制率均很接近。

３　讨论

３．１　苯酚硫酸法测定条件因子选择
苯酚硫酸法测多糖含量的原理为多糖在硫酸

作用下水解成单糖，再与苯酚结合在吸收光为

４９０ｎｍ处的最大吸收值。由于不同多糖的组成不
同，苯酚硫酸法采用的苯酚用量、浓硫酸用量也不

尽相同。通过对川牛膝多糖苯酚硫酸法测定条件

因子水平研究，本研究选择为５％苯酚０．８ｍＬ、９８％
浓硫酸５ｍＬ。
３．２　多糖冻干喷瓶现象

在做多糖冻干粉时，出现喷瓶现象，可能是由

于多糖的预冻不完全，冷冻干燥机升温过快导致试

品部分液化，易在真空减压条件下出现喷瓶现象。

也可能由于多糖浓缩液中有机试剂残留过多，导致

喷瓶。处理的方法为增加多糖预冻时间，控制冷冻

干燥机升温速度，提高多糖浓缩温度，减少浓缩液

体积，必要时进行旋蒸去除多糖中残留的有机试剂。

３．３　多糖及维生素Ｃ体外抑制ＨｅｐＧ－２肿瘤细胞
活性

肝癌是严重危害人类健康的病症之一，死亡率

极高，目前化学药物在市场上占据主导地位。但是

化学药物对人体危害极大，耐药性产生概率极高，

且单一用药难以控制病情发展［１８－２０］。研究天然活

性成分的抗肿瘤作用是科学领域的一个热门话题。

试验根据ＭＴＴ法测得川牛膝多糖、维生素Ｃ单独作
用及两者不同浓度联合的体外抗肿瘤活性，证明了

川牛膝体外的抗肿瘤活性。早有研究表明维生素Ｃ
有助于预防胃癌、宫颈癌，对肝癌的研究鲜有研究。

本试验证明维生素Ｃ在体外对Ｈｅｐ－２肝癌细胞的
抗肿瘤活性，维生素 Ｃ抗肿瘤活性比较低，可能与
配制浓度太小有关，也可能是因为配制维生素 Ｃ溶
液时，未及时采取遮光措施导致维生素 Ｃ分解，药
效减弱。两者联用时，总体效果比单独抗肿瘤活性

高，说明两者体外抗肿瘤具有协同作用。可能是由

于维生素Ｃ影响Ｈｅｐ－２肝癌细胞ＨＩＦ的表达和川
牛膝多糖的抗肿瘤作用共同诱导细胞发生凋亡。

４　结论

研究发现，川牛膝多糖、维生素 Ｃ、川牛膝多糖
联合维生素 Ｃ均能抑制肝癌 ＨｅｐＧ－２细胞增殖活
性，联合用药抑制率比两者单用要大。药物作用细

胞的 ２４ｈ内，当多糖质量浓度为 ５、５０、１００、
２００ｍｇ／ｍＬ时，对细胞的抑制率分别为 １９．７％、
６２１％、５９１％、６５．１％。当维生素 Ｃ的浓度为
０１、０．２、０３、０．４ｍｍｏｌ／Ｌ时，对肝癌ＨｅｐＧ－２细胞
的抑制率为１０％、１１％、１２％、５４％，说明两者对肿
瘤的抑制均呈剂量依赖性，且川牛膝多糖在低质量

浓度时抗肿瘤活性就较大。维生素 Ｃ在低浓度时
抗肿瘤活性小，高浓度时明显增加。两者联合用药

对肝癌ＨｅｐＧ－２的抑制率最高可达８４．２％。
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　　摘要：以新疆地区５个品种的红枣为原料，采用变温压差膨化干燥工艺加工红枣脆片，利用主成分分析法及层次
分析法对红枣脆片品质评价指标进行数据分析，建立包含基础数据库、指标测定方法、综合评价方法等在内的红枣脆

片品质评价体系，旨在为红枣脆片的品质评价及原料品种的加工适宜性研究提供理论依据和指导。
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Ｅ－ｍａｉｌ：＠ｑｑ．ｃｏｍ。

　　红枣是新疆地区非常具有优势特色的林果产
品，因其口感好、营养丰富而深受喜爱。随着种植

技术的快速发展，新疆南疆地区红枣产量逐年提

高。目前红枣主要以初加工干燥为主，由于市场供

大于求，干枣大量囤积，因此开发新的枣产品成为

迫切需求。近年来，枣片、枣粉、脆枣等产品纷纷上

市，其中脆枣和枣片多以油炸方式制成，虽然口感

酥脆，但含油量大，对身体健康有不利的影响，因

此，研究营养价值高且口味俱佳的半干枣干制方法

非常必要。变温压差膨化干燥技术是近几年刚兴

起的一种新型、环保、节能，专门用于生产非油炸果

蔬脆片的膨化干燥技术，变温压差膨化干燥设备生

产的果蔬脆片是继油炸果蔬脆片、真空低温油炸果

蔬脆片之后的第３代产品，具有味道鲜美、口感酥
脆、营养丰富、易于贮存、携带方便等特点［１］。目前

生产的变温压差膨化产品缺乏品质评价标准，产品

品质参差不齐，为了科学地建立红枣变温压差膨化

脆片品质评价体系，并合理筛选红枣脆片的品质评

价指标［２］。根据目前国内外研究者的研究基础，影

响红枣脆片的品质指标主要有以下几个方面：红枣的

品种以及红枣脆片产品的感官、理化、营养、加工等品

质等［３］。其中，感官品质的主要评价指标包括产品的

色泽、膨化度、酥脆度等；理化与营养品质的主要评价

指标为产品的甜度、含水率、维生素Ｃ含量、蛋白质含
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